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Slika 3: Razvojne poti za proizvodnjo protiteles in cepiv proti SARS-CoV-2 virusu. 
Prehodna ekspresija omogoča hitro proizvodnjo in visoke donose proteinov, ki so nato 
očiščeni in uporabljeni za cepiva ali terapevtska monoklonska protitelesa. Stabilna 
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13 
 
 
 
 
 
  
Udvanc R. Molekularno gojenje virusom podobnih nanodelcev v rastlinah za cepiva in reagente. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
VII 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
VNP Virusni nanodelci (angl. virus nanoparticles) 
VLP Virusom podobni delci (angl. virus-like nanoparticles) 
Ti plazmid Tumor inducirajoči plazmid (angl. tumour inducing plasmid) 
T-DNA Prenašalna deoksiribonukleinska kislina (angl. transfer 
deoxyribonucleic acid) 
CaMV Virus mozaika cvetače (angl. Cauliflower mosaic virus) 
DNA Deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
TMV Virus tobačnega mozaika (angl. Tobacco mosaic virus) 
PVX Virus X krompirja (angl. Potato virus X) 
RNA Ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
BMV Virus mozaika stoklase (angl. Brome mosaic virus) 
CCMV Virus klorotične lisavosti kitajskega fižola (angl. Cowpea chlorotic 
mottle virus) 
CPMV Virus mozaika kitajskega fižola (angl. Cowpea mosaic virus) 
DC Dendritične celice (angl. dendritic cells) 
RGD motiv Tripeptid iz aminokislin arginina, glicina in asparaginske kisline (angl. 
Arginylglycylaspartic acid) 
AR Razmerje stranic (angl. aspect ratio) 
TYMV Virus rumenega mozaika repe (angl. Turnip yellow mosaic virus) 
mRNA Informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
PsVNP Psevdovirionski nanodelci (angl. pseudovirion nanoparticles) 
SFV Semliki forest virus (angl. Semliki Forest virus) 
ssRNA Enoverižna RNA (angl. single-stranded RNA) 
FHV Flock house virus (angl. Flock house virus) 
rRNA Ribosomska RNA (angl. Ribosomal RNA) 
FoMV Virus mozaika muhviča (angl. Foxtail mosaic virus) 
ER Endoplazemski retikulum (angl. Endoplasmic reticulum) 
TEV Virus razjed tobaka (angl. Tobacco etch virus) 
WCuMC Virus mozaika divjih kumar (angl. Wild cucumber mosaic virus) 
PhMV Virus lisavosti flomisa (angl. Physalis mottle virus) 
BPMV 
cDNA 
Virus lisavosti strokov fižola (angl. Bean pod mottle virus) 
Komplementarna DNA (angl. complementary DNA) 
Udvanc R. Molekularno gojenje virusom podobnih nanodelcev v rastlinah za cepiva in reagente. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
VIII 
 
HBV Virus hepatitisa B (angl. Hepatitis B virus) 
FMDV Virus slinavke in parkljevke (angl. Foot-and-mouth disease virus) 
L1 proteini Sestavni proteini kapside humanega papilomskega virusa (angl. Human 
papillomavirus major capsid protein) 
BTV Virus modrikastega jezika (angl. Bluetongue virus) 
HA Hemaglutinin (angl. hemagglutinin) 
IgE Imunoglobulin E (angl. immunoglobulin E) 
IgG Imunoglobulin G (angl. immunoglobulin G) 
HbcAg Jedrni antigen hepatitisa B (angl. Hepatitis B core antigen) 
HIV Humani imunodeficientni virus (angl. Human immunodeficiency virus) 
AIDS Sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (angl. Acquired 
immunodeficiency syndrome) 
HPV Humani papilomavirus (angl. Human papillomavirus) 
L2 proteini Sestavni proteini kapside humanega papilomskega virusa (angl. Human 
papillomavirus minor capsid protein) 
E6 in E7 Onkoproteina humanega papilomavirusa (angl. Human papillomavirus 
E6 and E7 oncoproteins) 
COVID-19 Koronavirusna bolezni 2019 (angl. Coronavirus disease 2019) 
SARS-CoV-2 
 
Hud akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (angl. Severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2) 
Udvanc R. Molekularno gojenje virusom podobnih nanodelcev v rastlinah za cepiva in reagente. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
1 
 
1 UVOD 
Uporaba rastlin za produkcijo virusnih nanodelcev (VNP) se je začela pred 70-imi leti, ko so 
ločevali naravne prazne kapside rastlinskih virusov iz celih virionov. Danes se uporablja 
transgene rastline, rekombinantne Agrobacterium tumefaciens in vektorje iz rastlinskih virusov 
za prehodno ekspresijo po vstavljenem virusnem ali drugemu strukturnemu proteinu v rastline 
- produkcijski sistem, poznan pod imenom molekularno gojenje. Z molekularnim gojenjem v 
rastlinah ali v rastlinskih celicah lahko proizvedemo rekombinantne proteine in druge biološke 
učinkovine. Te lahko uporabimo za nutracevtike, kozmecevtike, reagente, terapevtike in cepiva 
(Rybicki, 2019). Tradicionalne metode pridobivanja slednjih iz živalskih in mikrobnih celic 
zahtevajo kompleksno proizvodnjo, drage fermentacijske bioreaktorje in zaključne procese, 
sterilne pogoje, prihaja pa tudi do težav s stabilnostjo proizvodov. Te omejitve spodbujajo 
razvoj alternativnih produkcijskih sistemov (Chen in Davis, 2016). 
 
Prednosti rastlinskih ekspresijskih sistemov v primerjavi s tradicionalnimi so enostavno 
gojenje, nizka cena proizvodnje, lažja vzpostavitev količinsko večje proizvodnje, enostavno 
čiščenje, stabilni produkti in večja varnost, saj se rastline po večini ne okužijo z virusi, ki so 
patogeni za živali in ljudi (Arntzen, 2015). Poleg tega za proizvodnjo v rastlinah niso potrebni 
dragi obrati, oprema in bioreaktorji, temveč zadostujejo rastlinjaki, ki so bolj cenovno ugodni. 
Še ena prednost je sposobnost rastlin za izvajanje večine post-translacijskih modifikacij, ki so 
nujne za pravilno zvitje in učinkovito delovanje evkariontskih proteinov. Učinkovitost takšnih 
bioloških zdravil je tako primerljiva z biološkimi zdravili, narejenimi v sesalskih celicah (Chen 
in Davis, 2016). Inovacije v razvoju vektorjev za prehodno ekspresijo prednostim rastlinskih 
ekspresijskih sistemov dodajajo še hitrost in fleksibilnost. Medtem, ko proces generiranja in 
selekcije transgenih rastlin lahko traja leta, je možno s prehodno ekspresijo z dekonstruiranimi 
virusnimi vektorji proizvesti do 5 miligramov monoklonskih protiteles na gram svežih listov v 
dveh tednih (Bendandi in sod., 2010). Takšna učinkovitost bi lahko bila koristna za kontrolo 
potencialnih pandemij ali bioterorističnih napadov.  
 
Trenutno so v razvoju tako sintetično narejeni kot naravno pojavljajoči bionanomateriali. Le-ti 
vključujejo VNP in njihov podrazred - virusom podobne delce (VLP). Nanomateriali imajo 
veliko razmerje med površino in prostornino v primerjavi s tradicionalnimi dostavnimi 
materiali in ponujajo veliko kapaciteto za zdravila in diagnostične reagente. V rastlinah narejeni 
VNP iz rastlinskih in živalskih virusov so odlična orodja za kemično modifikacijo in za spajanje 
na druge molekule, kot so albumini ali epitopi, pridobljeni iz virusov ali drugih patogenov. 
Zaradi teh lastnosti se lahko uporabljajo kot kontrastna sredstva za površinski in notranji prikaz 
heterolognih peptidov ali celih proteinov ali za dostavo diagnostičnih in terapevtskih koristnih 
produktov v določene celice (Rybicki, 2019). To omogoča bolj učinkovite ciljne terapije z manj 
škodljivimi učinki kot tradicionalne metode. Poleg tega so bionanomateriali biorazgradljivi in 
se ne zadržujejo v telesu (Yildiz in sod., 2011).  
2 MOLEKULARNO GOJENJE 
Z izrazom molekularno gojenje opisujemo tehnologijo, ki uporablja rastline in rastlinske celice 
za produkcijo velikih količin rekombinantnih proteinov ali drugih bioloških učinkovin, ki so 
lahko uporabljene za nutracevtike, kozmecevtike, reagente, terapevtike in cepiva. Za 
molekularno gojenje se uporablja široko paleto poljščin, na primer riž, koruzo, tobak, solato, 
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lucerno, žafran, pa tudi vodne rastline, mah, alge in mikroalge. Molekularno gojenje v rastlinah 
predstavlja varno in cenovno ugodno alternativo ekspresiji rekombinantnih proteinov v 
mikrobnih in živalskih celicah. Rastlinski virusi niso več le patogena nadloga, temveč 
predstavljajo molekularna orodja za ekspresijo rekombinantnih proteinov, proizvodnjo cepiv in 
nanoagente za dostavljanje zdravil (Ibrahim in sod., 2019). 
 
Začetki molekularnega gojenja segajo v leto 1977, ko so odkrili, da Gram negativna bakterija 
Agrobacterium tumefaciens vsebuje poseben plazmid, imenovan Ti (tumor inducirajoči) 
plazmid. Slednji je sposoben prenosa dela plazmida – prenašalne oziroma T-DNA – v rastlinske 
celice in integracije T-DNA v rastlinski genom (Chilton in sod., 1977). Ob približno istem času 
se je razvila ideja, da bi lahko bil rastlinski virus mozaika cvetače (CaMV) uporaben za 
episomalno ekspresijo tujih proteinov v rastlinah (Hull, 1978). Leta 1986 so prvič uporabili 
rastline za proizvodnjo rekombinantnih proteinov in sicer s produkcijo himernega človeškega 
rasnega hormona v tkivu kalusa transgenega tobaka in sončnice (Barta in sod., 1986). Temu je 
sledila proizvodnja monoklonskih protiteles v transgenem tobaku leta 1989 in proizvodnja 
človeškega serumskega albumina v transgenem tobaku in celičnih kulturah leta 1990 (Hiatt in 
sod., 1989; Sijmons in sod., 1990). Te aplikacije so dokazale, da je mogoče rastline uporabiti 
kot bioreaktorje in z njimi proizvesti širok spekter rekombinantnih proteinov. Prav tako je bilo 
dokazano, da je mogoče v rastlinah proizvesti številne komplekse funkcionalnih sesalskih 
proteinov (Liénard in sod., 2007). Na začetku so za molekularno gojenje naredili transgene 
rastline in celice – DNA z genetskim zapisom za biološko učinkovino je vnesena v rastlino, 
kjer postane del rastlinskega genoma. Rastlina nato deluje kot nekakšen bioreaktor in proizvaja 
biološko učinkovino, za katero ima vnesen zapis. A je večina podjetij opustila industrijsko 
proizvodnjo bioloških učinkovin z molekularnim gojenjem v rastlinah zaradi omejitev takrat 
obstoječih ekspresijskih protokolov. Stabilno transformirane rastline so sicer zmožne izražati 
pravilno zvite in funkcionalne proteine, a so donosi zelo majhni, čas, potreben za pridobitev 
prvih nekaj gramov produkta pa zelo dolg, po navadi več kot dve leti. V zadnjih letih pa je 
norma postala prehodna ekspresija, ki omogoča proizvodnjo večje količine bioloških učinkovin 
veliko hitreje (Giritch in sod., 2006). 
 
Rastlinske celice omogočajo oralno dostavljanje bioloških produktov, saj človeški prebavni 
encimi ne morejo hidrolizirati glikozidnih vezi v ogljikovodikih rastlinske celične stene. Tako 
lahko rastlinske celice z enkapsulacijo bioloških proteinov slednje zaščitijo pred želodčno 
kislino in prebavnimi encimi. V črevesnem lumnu pa se sprostijo zaradi encimov črevesnih 
bakterij (Kwon in Daniell, 2015). Tam čez črevesni epitelij pridejo v krvni obtok. Metoda se 
lahko uporabi tako za dostavljanje cepiv, kot za zdravljenje diabetesa, hipertenzije in drugih 
metabolnih bolezni (Su in sod., 2015). Prednost metode je, da lahko ta zdravila s proteini, 
enkapsuliranimi v rastlinskih celicah, več let hranimo na sobni temperaturi (Lakshmi in sod., 
2013). 
2.1 PREHODNI EKSPRESIJSKI SISTEMI 
Prehodna ekspresija je najhitrejša metoda molekularnega gojenja v rastlinah, saj omogoča 
produkcijo več gramov proteinov v le nekaj dneh (Vézina in sod., 2009). Medtem, ko se pri 
stabilni ekspresiji vneseni gen stabilno vključi v jedrni ali plazmidni genom gostitelja, pri 
prehodni ekspresiji ne pride do stabilne integracije gena in je ekspresija le začasna, saj celica 
kmalu prepozna tujo DNA in jo uniči. Prehodna ekspresija omogoča hitro produkcijo velike 
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količine proteinov, kar je koristno za kontrolo potencialnih pandemij ali bioterorističnih 
napadov. Znanih je več metod prehodne ekspresije, najpogostejše pa so transformacija z 
Agrobacterium, virusni vektorji in magnifekcija (Rymerson in sod., 2002). 
 
Agrobacterium so paličaste G- talne bakterije, ki na ranjenem mestu okužijo rastlino in vanjo 
prenesejo T-DNA. S tem inducirajo rast tumorjev, v katerih se sintetizirajo opini. Pri 
rekombinantnih sevih se odstrani gene za sintezo in razgradnjo opinov ter gene za tvorbo 
rakastih celic. Nadomesti se jih z željenimi geni, ohranijo pa se mejne sekvence T-DNA. Gene 
se v rastlino vnese z infiltracijo ali z inokulacijo. Metoda je učinkovita za proizvodnjo bioloških 
učinkovin, a zaradi ekspresije majhne količine proteinov in tehničnih omejitev ustvarjanja 
orodij za prenos na višji nivo ni najbolj primerna za proizvodnjo na industrijski ravni 
(Rymerson in sod., 2002; Peyret in Lomonossoff, 2015). 
 
Metode virusne infekcije temeljijo na sposobnostih rastlinskih virusov, kot so virus tobačnega 
mozaika (TMV) in virus X krompirja (PVX), ki funkcionirajo kot vektor za prenos tujih genov 
v rastlinske genome brez stabilne fiksacije v genom te rastline. Prehodna virusna ekspresija 
omogoča hitro proizvodnjo in velike donose proteina, zato je uporabna za proizvodnjo 
podenotnih cepiv. A učinkovitost virusnih replikacij se manjša z večanjem dolžine genskega 
inserta, kar omejuje velikost genskega zapisa za želeni protein. Še en problem pa predstavlja 
potencialna širitev virusa na druge gostitelje (Rymerson in sod., 2002). 
2.1.1 Magnifekcija 
Metoda prehodne ekspresije z virusnimi vektorji omejuje razvoj vektorjev le na viruse, ki so 
mehansko prenosljivi, poleg tega pa metoda ni ravno učinkovita, saj vnese infekcijsko sekvenco 
le v nekaj celic v inokuliranem listu. Za zagotovitev visoke stopnje izražanja v tkivu lista je 
zato potrebno zagotoviti sposobnost virusnega vektorja, da se širi iz začetne okužene celice. Za 
premostitev teh ovir je uporabna Agrobacterium, ki omogoča prenos virusnih vektorjev in 
omogoča sočasno pomnoževanje gena in visoko stopnjo ekspresije v vseh zrelih listih rastline. 
Ta nov način prehodne ekspresije, imenovan magnifekcija, združuje prednosti treh bioloških 
sistemov. Učinkovitost vektorjev in učinkovit prenos DNA doprinese Agrobacterium, hitrost 
in dober donos rastlinski virus, posttranslacijske spremembe in nizke cene proizvodnje pa 
omogoči rastlina. Pri magnifekciji pride do prehodne amplifikacije virusnih vektorjev, vnesenih 
v več delov rastline z Agrobacterium z infiltracijo celih rastlin s suspenzijo agrobakterije, ki 
nosi T-DNA, ki kodira RNA vektor. Agrobakterija zagotovi primarno infekcijo in premikanje 
po rastlini, virusni vektor pa širitev iz celice na celico, amplifikacijo in visoko stopnjo ekspresije 
(Gleba in sod., 2005). Magnifekcija omogoča tudi sočasno ekspresijo dveh ali več polipeptidov, 
ki so potrebni za proizvodnjo heterooligomernih proteinov, česar ekspresijski sistemi, osnovani 
na virusnih vektorjih ali Agrobacterium nimajo. To se doseže z uporabo dveh virusov, ki sodita 
v različni skupini in med sabo ne tekmujeta ter lahko sobivata v isti celici. Nekonkurenčni virusi 
so se sposobni podvajati v isti celici in se učinkovito premikati med celicami, omogočena je 
tudi visoka stopnja ekspresije obeh vektorjev. Metoda optimizira infekcijo, bistveno poveča 
proliferacijo, omogoča koekspresijo več polipeptidov in povečanje proizvodnje funkcionalnih 
proteinov za več kot stokrat. Metoda je primerna za proizvodnjo cepiv, saj za industrijsko 
proizvodnjo ni potrebna genetska modifikacija rastlin, je mnogo hitrejša od prejšnjih metod in 
biološko varna (Giritch in sod., 2006). 
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3 VIRUSNI NANODELCI 
Virusi so zaradi svoje sposobnosti infekcije specifičnih gostiteljskih celic in prenosa svojega 
genetskega materiala vanje že dolgo v interesu mnogih znanstvenikov, saj predstavljajo 
obetavne načine za dostavo zdravil in tkivno specifične diagnostične reagente. VNP so 
monodisperzne strukture, ki jih lahko proizvajamo v velikih količinah. VLP so sestavni deli 
VNP, ki ne vsebujejo virusnega genoma in jih lahko obravnavamo kot podrazred VNP. VNP 
rastlinskih virusov vključujejo cele virione, psevdovirione, naravno pojavljajoče prazne kapside 
in inženirane prazne kapside: delce, narejene s ponovnim sestavljanjem plaščnih proteinov, 
očiščenih iz virionov ali z rekombinantno ekspresijo. Shema pridelave različnih oblik virusnih 
nanodelcev je prikazana na sliki 1. Zaradi njihove simetrične strukture so VNP eni najbolj 
naprednih in vsestranskih naravno proizvedenih nanomaterialov. Na njihovo strukturo je možno 
vplivati z različnimi načini (Slika 2): z genetskim inženiringom, kemično biokonjugacijo in 
samo-sestavljanjem oziroma enkapsulacijo. Z njimi je možno doseči polnjenje virusov z 
molekulami zdravila, prikaznimi reagenti, kvantnimi pikami in drugimi nanodelci. Poleg tega 
pa je mogoče spajanje specifičnih ligandov na zunanjo površino VNP, kar omogoča celično-
specifično dostavo koristnih produktov (Rybicki, 2019; Yildiz in sod., 2011). 
 
 
Slika 1: Shema pridelave virusnih nanodelcev v rastlinah (Rybicki, 2019). 
4 PRODUKCIJA VIRUSNIH NANODELCEV 
VNP, osnovane na rastlinskih virusih, kot so TMV, virus mozaika stoklase (BMV), virus 
klorotične lisavosti kitajskega fižola (CCMV) in virus mozaika kitajskega fižola (CPMV) se 
lahko v velikih količinah proizvede v rastlinah. VLP so lahko proizvedeni direktno iz VNP s 
pH-induciranim otekanjem in alkalno hidrolizo sproščene nukleinske kisline. Alternativa temu 
pa je razstavljanje VNP v podenote plaščnega proteina in ponovno sestavljanje v VLP po 
odstranitvi nukleinske kisline (Mueller in sod., 2010). 
4.1 GENETSKI INŽENIRING 
VNP so sestavljeni iz proteinskih podenot, ki jim je možno z genetskim inženiringom 
modificirati strukturo in fizikalno kemijske lastnosti, kar predstavlja prednost pred sintetičnimi 
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materiali, saj kemijske modifikacije niso 100% učinkovite. Z genetskim inženiringom je možno 
vstaviti aminokisline, ki služijo kot ligacijski ročaji za biokonjugacijo, peptidne afinitetne 
oznake in peptide, ki služijo kot ligandi ali epitopi za stimulacijo imunskega odziva (Yildiz in 
sod., 2011). 
4.2 KEMIJSKI INŽENIRING IN ENKAPSULACIJA 
Prav tako je mogoče z biokonjugacijo kemijsko modificirati plaščne proteine VNP. 
Aminokisline z reaktivnimi stranskimi verigami, kot so lizin, cistein, aspartat in glutamat, so 
lahko z uporabo kemičnih spojin funkcionalizirane s protitelesi, oligonukleotidi, peptidi, 
proteini, ogljikovimi hidrati, fluorescentnimi reagenti in zdravili (Pokorski in Steinmetz, 2011). 
Polnjenje VLP s koristnimi kompleksi, kot so encimi, polimeri, zdravila in sintetični nanodelci, 
je lahko doseženo z difuzijo, z mehanizmi nabrekanja in z razstavljanjem in ponovnim 
sestavljanjem VLP (Yildiz in sod., 2011). 
  
Slika 2: Načini modifikacije VNP z genetskim inženiringom, kemično biokonjugacijo in samosestavljanjem 
oziroma enkapsulacijo  (Yildiz in sod., 2011). 
5 VIRUSNI NANODELCI, PRIDOBLJENI IZ RASTLINSKIH VIRUSOV 
Rastlinski virusi so lahko uporabni kot ekspresijski vektorji za farmacevtsko proizvodnjo. Z 
njimi je možno proizvajati velike količine heterolognih proteinov v kratkem času, za javnost pa 
niso tako kontroverzni kot proizvodnja transgenih rastlin. Z njimi je možno dostaviti zdravila, 
diagnostične reagente in druge materiale, poleg tega se mnogi rastlinski virusi nalagajo v 
tumorjih in izzovejo lokaliziran imunski odziv ter aktivirajo T celični odziv. So varni, stabilni 
in vivo, biorazgradljivi in enostavni za proizvodnjo (Rybicki, 2019). 
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5.1 VIRIONI IN PSEVDOVIRIONI 
5.1.1 Virioni 
Virusni delec oziroma virion je virus, ki je zapustil svojo gostiteljsko celico in je sedaj v 
ekstracelularni fazi. Njegov genom ovija proteinski plašč, tega pa lahko ovija še dodatna 
ovojnica iz lipidov. Kapsida je po navadi sestavljena iz več sto identičnih proteinskih enot, 
njena vloga pa je zaščita genetskega materiala do prenosa do naslednje gostiteljske celice 
(Burrell in sod., 2017). Virioni rastlinskih virusov so eni najenostavnejših dostopnih VNP, saj 
jih je v rastlinah, ki so enostavne za gojenje, lahko razmnoževati v velikem merilu, donosi so 
veliki (na primer TMV ima lahko donos približno 4g na kg mokre teže tobaka), čiščenje je 
pogosto zelo enostavno, poleg tega pa imajo visoko stabilnost in so primerni za kemično 
modifikacijo, za konjugacijo z drugimi molekulami s koristnimi produkti, kot je albumin in 
epitopi iz virusov (Aljabali in sod., 2013; Barnhill in sod., 2007; Bruckman in Steinmetz, 2014; 
Pitek in sod., 2018; Rybicki, 2010). VNP iz virionov so lahko uporabni za kontrastna sredstva 
ali za sredstva za dovajanje zdravil  (Bruckman in sod., 2013; Kernan in sod., 2017). Poleg tega 
so zanimivi za izboljšanje imunskih odzivov. Potencial VNP TMV, da aktivirajo dendritične 
celice (DC), je bil preučevan v študiji, v kateri so odkrili, da dendritične celice, pridobljene iz 
kostnega mozga miši, učinkovito prevzamejo TMV in vitro, in vivo pa jih preferenčno 
prevzamejo dendritične celice v bezgavkah. Posledica tega, da TMV, konjugiran s peptidnimi 
antigeni, aktivira dendritične celice, je močan antigen-specifičen odziv CD8+ T celic (Kemnade 
in sod., 2014). 
 
Virusni nanodelci so uporabni tudi za imunoterapijo za zdravljenje raka. Rak je bolezen, pri 
kateri pride do nekontrolirane rasti celic, rezultat tega pa je širjenje nenormalnih celic. Čeprav 
je človeški imunski sistem sposoben obrambe pred mnogimi boleznimi, se rakave celice delijo 
in kopičijo mutacije tako hitro, da zmanjšujejo zmožnosti obrambe naravnega imunskega 
sistema. Virusni nanodelci, narejeni v rastlinah, so idealna izbira za terapevtske aplikacije, ker 
so sposobni ciljanja želenih celic in so lahko varno dostavljeni v telo brez strahu pred morebitno 
infekcijo. Rakave celice lahko prevzamejo rastlinske viruse, ki so lahko zato uporabni za 
dostavo zdravil (Shoeb in Hefferon, 2019). Zanimiv koncept je in situ cepljenje, kjer 
imunostimulatorna sredstva vbrizgamo v identificiran tumor, da obidemo lokalno 
imunosupresijo in aktiviramo sistematsko protitumorsko imunost (Murray in sod., 2018). VNP 
lahko ciljajo tumorske celice, na primer VNP CPMV se lahko specifično vežejo na vimentin. 
Za tega so včasih mislili, da se nahaja zgolj kot intracelularni protein, nato pa so ga detektirali 
na površinah celičnih linij, ki izhajajo iz kostnih, možganskih in bezgavčnih metastaz človeških 
tumorjev prostate (Steinmetz in sod., 2011). In situ cepljenje miši s CPMV v kombinaciji s 
protitelesi, ki blokirajo CD47, cilja na monocite in poveča njihovo sposobnost fagocitoze 
rakavih celic, kar pripravi pridobljen imunski sistem na izvedbo močnega protitumorskega 
odziva (Wang in Steinmetz, 2019). Pol-specifično ciljanje VNP na tumorske celice je mogoče 
doseči tudi z inženiranjem VNP, da na površini prikazujejo integrin-vezavni RGD oligopeptidni 
motiv. Integrin prikazujejo številni tumorji, zato takšna kemična ali genetska modifikacija VNP 
CPMV rezultira v močni in selektivni vezavi na celične linije, izpeljane iz takšnih tumorjev 
(Hovlid in sod., 2012). Druge uporabe rastlinskih virusov in njihovih delcev vključujejo tudi 
VNP-bazirana cepiva, adjuvanse, biosenzorje, tkivni inženiring, intravitalno dostavo in 
teranostike (Rybicki, 2019). 
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Na migracijo v tumor in biodistribucijo VNP vpliva oblika le-teh. VNP PVX, ki so nitaste 
oblike, so bili bolj uspešni v prodiranju in kopičenju v tumorskih tkivih kot VNP CPMV, ki so 
sferične oblike (Shukla in sod., 2013). TMV je, kot so McCormick in sod. (2006) pokazali v 
raziskavi, dober transporter antigenov za vzbuditev celičnih imunskih odzivov. Medtem, ko 
prosti peptidi težje stimulirajo efektivno protitumorsko zaščito, konjugacija peptidov, 
pridobljenih iz dveh T-celičnih epitopov, na površino delcev TMV znatno poveča zaščito pred 
tumorji pri C57BL/6 miših v EG.7‐Ova in B16 modelih melanoma. Še eno zanimivo odkritje 
je bila sposobnost VNP, pridobljenih iz virusa rumenega mozaika repe (TYMV), da pospešijo 
diferenciacijo stromalnih celic kostnega mozga v osteoblaste, vplivajo pa tudi na čas in stopnjo 
izražanja številnih genov v primerjavi s standardnimi pogoji kulture. To je lahko koristno pri 
izdelavi biomaterialov za namene tkivnega inženiringa (Kaur in sod., 2008).  
5.1.2 Psevdovirioni 
Psevdovirioni so virusom podobni delci, ki vsebujejo fragmente nukleinske kisline gostiteljske 
celice, enkapsulirane v proteinski plašč, enak proteinskim plaščem, ki ga imajo sorodni kužni 
virusi. Ne vsebujejo pa kužne nukleinske kisline (Aposhian, 1975). Psevdovirioni iz rastlinskih 
virusov oziroma VNP, ki vsebujejo RNA, komplementarno gostiteljski DNA, so bili prvič 
predstavljeni za TMV leta 1971. Ti delci, ki so bili manjši od virionov polne velikosti, so 
vsebovali RNA, ki se je v približno 20% ujemala s kloroplastno DNA tobaka in v 0,4% z jedrno 
DNA tobaka, ovita pa je bila s proteini TMV. To kaže na možnost, da bi lahko plaščni proteini 
TMV ne-specifično enkapsulirali celične RNA (Siegel, 1971). Pozneje je bilo ugotovljeno, da 
so lahko in vitro prepisane mRNA, ki vsebujejo 5 'ORF in 3' TMV sekvenco začetka 
sestavljanja, učinkovito enkapsulirane z očiščenimi plaščnimi proteini TMV (Sleat in sod., 
1986). Ribonukleokapside rastlinskih virusov so izjemno stabilne, ker jih proteinski plašč ščiti 
pred razgradnjo. Psevdovirionski nanodelci (PsVNP) lahko tako učinkovito prenesejo mRNA 
v celice različnih rastlin, kjer se proteinski plašč odstrani, RNA pa prehodno izrazi (Gallie in 
sod., 1987). Kratka sekvenca začetka sestavljanja, ki se nahaja na genu za protein na 3' koncu 
RNA TMV, omogoča enkapsulacijo genoma s TMV plaščnim proteinom in vitro. RNA, ki 
vsebuje markerski gen in sekvenci začetka sestavljanja TMV na 3' in 5' koncih, je lahko 
sintetizirana in vitro iz rekombinantnih SP6-transkripcijskih plazmidov in se bo spontano 
sestavila in vitro v TMV podobne psevdovirione. Transkripti tujih genov, pridobljeni iz jedrne 
DNA rastlin, transformiranih z Agrobacterium tumefaciens, ki vsebujejo sekvenco začetka 
sestavljanja TMV, se lahko sestavijo v stabilne psevdovirione in vivo med sistemsko infekcijo 
s pomožnim virusom TMV. Tako je mogoče narediti transgeno rastlino z genom za tuje 
beljakovine in mRNA za slednje učinkovito inkapsulirati s plaščnimi proteini TMV in vivo 
(Sleat in sod., 2013).  
 
Leta 1987 je bilo v študiji ugotovljeno, da vbrizganje virionov TMV v oocite Xenopus laevis 
povzroči vsaj še enkrat večjo produkcijo imunoreaktivnega 126 proteina, kot vbrizganje 
neenkapsulirane RNA TMV z ekvivalentnimi koncentracijami RNA. Razlog je bilo vsaj delno 
razstavljanje virionov TMV in sproščanje funkcionalne RNA v citoplazmo živalskih celic, kjer 
se je učinkovito prevedla (Turner in sod., 1987). PsVNP iz TMV torej omogočajo dostavo 
genov v živalske celice. Koncept je bil nato preskušen z vstavitvijo sekvence začetka 
sestavljanja TMV v RNA genom Semliki Forest virusa (SFV). Zgeneriran SFV ekspresijski 
vektor je lahko bil učinkovito enkapsuliran in vitro z očiščenim TMV plaščnim proteinom. S 
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celičnimi eseji so demonstrirali razstavljanje psevdovirionov, RNA replikacijo in izražanje 
markerskega gena (Smith in sod., 2007).  
 
Leta 2015 so Zhou in sod. ugotovili, da je mogoče v rastlinah izdelati PsVNP, ki jih je mogoče 
uporabiti za okužbo živalskih celic. Ugotovili so, da je v rastlinah mogoče s TMV plaščnim 
proteinom transenkapsulirati rekombinantni samo-podvojajoči ssRNA genom flock house 
nodavirusa (FHV) s TMV sekvenco začetka sestavljanja. To so naredili s koinfekcijo rastlin z 
rRNA in vektorjem virusa mozaika muhviča (FoMV), ki izraža plaščne proteine TMV. FHV 
ima majhen genom, preprosto organizacijo in nepatogene karakteristike. Čeprav je to virus 
insektov, lahko okuži tako rastline kot živali, zato je zaželen prenašalni vektor za ekspresijo 
rekombinantnih proteinov v živalih. Omejenost velikosti genskih insertov so preprečili z 
enkapsulacijo v plaščne proteine TMV, hkrati pa so s tem dodatno preprečili sposobnosti 
širjenja virusa po živalih, saj ne kodira plaščnih proteinov, ki bi omogočali ponovno infekcijo. 
PsVNP, sestavljeni v rastlinah, so po vbrizganju hitreje prenesli RNA v mišje celice, kot in 
vitro sestavljene verzije. Humoralni odziv na vbrizgane psevdovirione je bil večji, kot po 
vbrizganju samih antigenov. Zanimivo odkritje, ki je sledilo temu, je dejstvo, da protein A 
himernega FHV z domenami, ki ciljajo endoplazemski retikulum (ER), poveča replikacijo 
virusa in transenkapsulacijo VNP v rastlinah. Usmerjanje replikacije A-proteina SFV iz površin 
mitohondrijev na površino rastlinske ER so dosegli s fuzijo proteina A z ER-ciljajočo sekvenco 
iz virusa razjed tobaka (TEV). To je povzročilo znatno povečanje donosa PsVNP (Zhou in 
Kearney, 2017).  
5.2 PRAZNE KAPSIDE 
5.2.1 Naravno prazne kapside 
Kapsida oziroma proteinski plašč virusov sestavljajo kapsomere. To so ponavljajoče se 
proteinske podenote, ki jih kodira virusni genom. Kapsomere so integrirane v nukleinsko 
kislino, ki jim daje obliko sfere ali heliksa. Vloga kapside je, da ščiti genetski material pred 
prebavnimi encimi, omogoča pritrditev virusa na membrano gostitelja ter vsebuje encime ali 
proteine, ki virionu omogočajo, da penetrira celično membrano gostitelja in sprosti svojo 
nukleinsko kislino v celico (Qureshi, 2016). Nekateri virusi ob okužbi živali proizvajajo prazne 
kapside. Med njimi so timovirusi (npr. TYMV, virus mozaika divjih kumar (WCuMC) in virus 
lisavosti flomisa (PhMV)) ter komovirusi (npr. CPMV in virus lisavosti strokov fižola 
(BPMV)). Timovirusi imajo T=3 kapside iz 180 kopij posameznega plaščnega proteina, 
komovirusi pa imajo T = 1 kapsido s 60 kopijami dveh plaščnih proteinov, združenih kot 
heterodimere okoli 5-kratne rotacijske osi simetrije (CPL in CPS), velikosti delcev pa so 
podobne, okoli 30 nm (Rybicki, 2019). Prazne kapside je enostavno pridobiti iz očiščenih 
virionov ali celo iz okuženih rastlinskih materialov z zamrznitvijo materiala pri -25 ° C za 10 
minut (Quacquarelli in sod., 1972). Medtem, ko so bili VNP, pridobljeni iz praznih kapsid 
CPMV že dobro raziskani, pa ne velja enako za timoviruse kljub študiji iz leta 2007, v kateri so 
ugotovili, da obetajo potenciale uporabe na številnih področjih nanoznanosti (Sainsbury in sod., 
2010; Barnhill in sod., 2007).  
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5.2.2 Inženirane prazne kapside 
Leta 1968 so bili s ponovnim sestavljanjem plaščnih proteinov iz očiščenih virionov, 
pridobljenih iz okuženih rastlin, narejeni eni prvih VNP – prazni VNP CCMV (Bancroft in sod., 
1968). Leta 1995 je sledila raziskava, v kateri so in vitro sestavili CCMV iz plaščnih proteinov, 
izraženih v E. coli in dosegli in vitro prepis virusne cDNA v RNA (Zhao in sod., 1995). S 
krioelektronsko mikroskopijo in analizo tridimenzionalne slikovne rekonstrukcije so primerjali 
nativne virione CCMV z in vitro sestavljenimi virioni CCMV (Fox in sod., 1998). Znano je, da 
se lahko plaščni proteini CPMV, izraženi v rastlinah ali živalskih celicah, učinkovito 
samostojno sestavijo v VNP (Lizotte in sod., 2016; Shanks in Lomonossoff, 2000). VNP 
PhMV, narejeni v rastlinah, ki se sami sestavijo iz plaščnih proteinov, izraženih v E. coli, so 
uporabni kot nanotransporterji za prenos diagnostičnih reagentov in zdravil preferenčno v 
rakave celice. Zato bi lahko bili uporabni za diagnozo in zdravljenje raka (Masarapu in sod., 
2017).  
6 VIRUSNI NANODELCI, PRIDOBLJENI IZ ŽIVALSKIH VIRUSOV 
Leta 1992 je bila dosežena ekspresija prvih z molekularnim gojenjem proizvedenih antigenov 
za kandidatno virusno cepivo – površinskih antigenov virusa hepatitisa B (HBV) (Mason in 
sod., 1992). Temu je leta 1993 sledilo izražanje VP1 epitopa virusa slinavke in parkljevke 
(FMDV), izraženega na površini delcev rekombinantnega CPMV (Usha in sod., 1993). 
Slednjemu je sledilo še mnogo drugih virusnih proteinov, še posebej virusni strukturni proteini, 
ki so se lahko sestavili v VNP (Scotti in Rybicki, 2013). To je vključevalo L1 proteine 
človeškega papiloma virusa, kapsidni protein norovirusa, virus slinavke in parkljevke in 
kompleksne štiri-proteinske kapside virusa modrikastega jezika (BTV) (Biemelt in sod., 2003; 
Diamos in Mason, 2018; Pan in sod., 2008; Thuenemann in sod., 2013). Leta 2008 je bilo 
ugotovljeno, da lahko hemaglutinini A (HA) virusa gripe, kadar so izraženi sami v rastlini, 
formirajo brsteče VNP, ki vsebujejo ovoj (D'Aoust in sod., 2008). To odkritje je omogočilo 
razvoj kandidata za cepivo za človeško sezonsko gripo, ki je prestal tretjo fazo kliničnih testov 
(Medicago, 2020). Prvotna ideja za cepiva, narejena v rastlinah, je bila, da bi bila to užitna 
cepiva, a je zaradi nuje po standardizaciji količine, kontrole kvalitete, čiščenju in formulaciji 
ideja težje izvedljiva. Od leta 1989 je bilo preskušenih veliko rastlinskih ekspresijskih sistemov. 
Rastoča trenda sta prehodna ekspresija z infiltracijo cele rastline z rekombinantno 
Agrobacterium tumefaciens in uporaba rastlinskih virusnih vektorjev (Scotti in Rybicki, 2013). 
6.1 HEPATITIS B VIRUS 
Hepatitis B je potencialno življenjsko nevarno vnetje jeter, ki jo povzroča HBV in predstavlja 
velik problem po vsem svetu, saj naj bi se z boleznijo soočalo več kot 240 milijonov ljudi. HBV 
povzroči približno milijon smrti vsako leto. Povzroči lahko akutno ali kronično vnetje jeter in 
smrt zaradi ciroze in raka jeter. Prenaša se preko telesnih tekočin, ob stiku z okuženo krvjo, s 
spolnimi odnosi in iz matere na otroka (NIJZ, 2015; WHO, 2020a). Cepivo proti HBV je bilo 
razvito manj kot 20 let po identifikaciji virusa leta 1960. Bilo je v obliki virusnih delcev, 
očiščenih iz seruma človeških prenašalcev HBV. Čeprav je bila metoda učinkovita, je bila 
proizvodnja draga, zaloge pa omejene, poleg tega je obstajalo tveganje okuženosti krvnih 
produktov, izoliranih iz prenašalcev HBV, z drugimi neodkritimi virusi. Cepivo je nato 
nadomestilo drugo, narejeno iz VLP, pridobljenih z ekspresijo površinskih antigenov HBV v 
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kvasovkah (McAleer in sod., 1984). A čeprav je to cepivo cenejše, učinkovito in varno, je še 
vedno prostor za izboljšave. Naraščajoča želja po dostavi cepiv brez uporabe injekcij zahteva 
cenejšo proizvodnjo večjih količin antigena za oralno dostavo cepiv. Rastlinska proizvodnja 
površinskih antigenov HBV za cepivo omogoča proizvodnjo slednjih v veliki koncentraciji, 
poleg tega so zelo imunogeni in omogočajo oralno dostavo cepiva proti HBV. VNP iz plaščnih 
proteinov HBV (antigeni HBV) so tudi potencialni prenašalec za ostale antigene. To je bilo 
dokazano v raziskavi, kjer sta bila nealergena peptida, pridobljena iz IgE reaktivnih regij 
alergena Bet v 1, ki povzroča alergijo na brezin cvetni prah, združena na površinski protein 
HBV v 4 rekombinantnih fuzijskih proteinih, ki so vsebovali različno število in kombinacije 
peptidov. Fuzijski proteini, izraženi v Escherichia coli, so bili manj alergeni in so izzvali manjši 
imunski odziv. Vbrizganje fuzijskih proteinov v zajce je povzročilo visoko raven IgG protiteles, 
ki so inhibirali vezavo IgE na Bet v 1 boljše, kot IgG, inducirani z vbrizganjem celega alergena 
Bet v 1 (Marth in sod., 2013). V plaščni nukleoprotein HBV HbcAg se lahko vstavi peptide, ne 
da bi to vplivalo na strukturo delca. Prvič so bili delci uporabljeni za prikaz epitopa FMDV, 
narejeni pa so bili v transgenem tobaku. Ob vbrizganju v miš so VNP povzročili imunski odziv 
proti FMDV (Huang in sod., 2005). 
6.2 VIRUS INFLUENCE 
Gripa je akutna bolezen dihal, ki jo povzroča virus influence. Slednji sodi v družino 
Orthomyxoviridae, na podlagi površinskih antigenov hemaglutininov in nevrimidaz pa jih 
ločimo na podtipe. Medtem, ko bolezen večina ljudi preboli v nekaj tednih brez potrebe po 
medicinski pomoči, pa pri ogroženih skupinah ljudi lahko vodi do resnejših zapletov ali celo 
smrti. Že več kot 60 let so na voljo cepiva proti gripi, ki pa so zaradi stalno spreminjajočega se 
virusa manj učinkovita za nove oblike virusa (WHO, 2018; NIJZ, 2016). Vse več pozornosti 
zato prehaja na cepiva, narejena v rastlinah, saj molekularno gojenje v slednjih omogoča hitro 
proizvodnjo VLP, kar je ob hitro spreminjajočih virusnih antigenih zaželena lastnost. HA virusa 
gripe, izraženi v rastlinah, se lahko sestavijo in brstijo iz plazemskih membran rastlinskih celic, 
da tvorijo delce z ovojnico, ki prikazujejo HA. Te delci lahko izzovejo imunski odziv proti 
virusu gripe (D'Aoust in sod., 2008). V prvi in drugi fazi kliničnih testov VLP HA kljub strahu, 
da bi lahko HA cepiva, narejena v rastlinah, poslabšala alergije na rastline, niso odkrili nobenih 
negativnih posledic v zvezi s tem (Ward in sod., 2014). HA VLP natančno oponašajo interakcije 
nativnih virusov gripe s človeškimi monociti in makrofagi, kar je morebitni razlog, da cepiva, 
osnovana na VLP, izzovejo veliko bolj virusom podobne humoralne in celične odzive kot 
cepiva, narejena z jajčnimi celicami (Makarkov in sod., 2017). Še en razlog, zakaj bi bil smiseln 
prehod iz cepiv, narejenih z jajčnimi in celičnimi kulturami, na rekombinantna HA cepiva, 
narejena v rastlinah, je dejstvo, da imajo cepiva, narejena v rastlinah, HA glikozilacijsko mesto, 
medtem, ko ga cepiva, narejena z jajčnimi in celičnimi kulturami, nimajo. Zato cepiva, narejena 
z jajčnimi in celičnimi kulturami, sprožijo humoralni odziv, ki slabo nevtralizira virus divjega 
tipa, kar je razlog za manj efektivna cepiva za sezonsko gripo. S cepivi, narejenimi v rastlinah, 
bi se rešili te težave (Zhou in sod., 2015). HA VLP se lahko vežejo in vstopijo v mišje 
dendritične celice in človeške monocite preko vezikljev, podobno kot virioni (Lindsay in sod., 
2018). HA VLP direktno stimulirajo mišje in človeške dendritične celice in vitro, da hitro 
producirajo proinflamatorne citokine in aktivirajo T celične antigen specifične odgovore. 
Cepljenje miši spodbudi akumulacijo dendritičnih celic, B celic in T celic v bezgavkah (Won 
in sod., 2018). Ta obetavna odkritja so spodbudila razvoj kandidata za človeško cepivo proti 
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sezonski gripi, narejenega v rastlinah, ki je že prestal tretjo fazo kliničnih testov (Medicago, 
2020). 
6.3 VIRUSNI NANODELCI HUMANEGA IMUNODEFICIENTNEGA VIRUSA 
Humani imunodeficientni virus (HIV) je retrovirus, ki povzroča sindrom pridobljene imunske 
pomanjkljivosti (AIDS), z njim pa je konec leta 2019 živelo približno 38 milijonov ljudi (WHO, 
2020b). Virus cilja na CD4+ T celice pomagalke in jih uničuje. Vloga CD4+T limfocitov je 
reguliranje in ojačanje imunskega odziva, ki ga HIV oslabi in brez primernega zdravljenja 
privede do AIDS. Virus se neprestano širi, učinkovito cepivo pa kljub prizadevanjem mnogih 
znanstvenikom še ni odkrito (Alimonti in sod., 2003). 
 
VLP, formirani z brstenjem strukturnega poliproteina Pr55Gag HIV preko evkariontskih 
celičnih membran, so veliki (100 – 120 nm), stabilni in močno spominjajo na nezrele virione 
retrovirusa. Sposobni so vzbuditi tako humoralni kot celični imunski odziv v živalih in ljudeh. 
Zaradi tega razloga bi lahko bili vključeni kot del strategije cepljenja proti HIV (Williamson in 
Rybicki, 2016). VLP Pr55Gag so uporabni tudi za prikaz drugih membranskih proteinov. HIV-
1 Gag VLP med ekspresijo v bakulovirusih nase priključijo bakulovirusni glikoprotein iz 
ovojnice, ki jim omogoča lažji vstop v različne sesalske celice. V te celice bi lahko z njimi 
vnesli tudi markerske gene v obliki mRNA z vključkom HIV RNA enkapsulacijskega signala, 
narejenega v insektnih celicah (Valley-Omar in sod., 2011). VLP Pr55Gag HIV je mogoče 
proizvesti v rastlinah in nedavna raziskava je pokazala, da so omenjeni delci lahko uporabni za 
prikaz antigenov v rastlinah. Transgeno izraženi VLP Gag so sposobni prikaza umetno 
narejenega konstrukta, ki vsebuje različne domene ovojnice virusa HIV (gp41), prehodno 
izražene v istih rastlinah. VLP Gag in gp41 izzovejo humoralni odziv protiteles v miših in Gag 
specifične CD4+ in CD8+ T celične odzive. VLP HIV-1, narejeni v rastlinah, bi lahko bili 
zaradi obetavnih rezultatov potencialni kandidati za cepivo proti HIV (Kessans in sod., 2016).  
6.4 HUMANI PAPILOMAVIRUS 
Humani papilomavirus (HPV) je najpogostejša virusna okužba reproduktivnega trakta, ki se 
prenaša s spolnimi odnosi. Obstaja več vrst HPV in večina ne povzroča težav, nekatere okužbe 
pa lahko vodijo do nastanka raka materničnega vratu ali drugih tipov raka (WHO, 2019). Cepiva 
proti HPV, bazirana na VLP, narejenih v celicah insektov z rekombinantno ekspresijo in 
sestavljanjem glavnega plaščnega proteina L1, so požela velik uspeh, saj so njihova tarča dva 
glavna HPV, najdena v 70% primerov raka na materničnem vratu – HPV-16 in HPV-18 – ter 
dva glavna povzročitelja genitalnih bradavic – HPV-6 in HPV-11. Čeprav se največ okužb s 
HPV pojavlja v državah v razvoju, je cepivo tam zaradi svoje visoke cene manj dostopno. 
Nenaslovljen je tudi problem terapevtskih cepiv za tiste, ki so že okuženi s HPV ali genitalnimi 
bradavicami, saj nobeno od obstoječih cepiv nima učinka na že obstoječe infekcije (Rybicki, 
2010). Gojenje VLP v rastlinah bi lahko obšlo nekatere od teh težav. VLP L1 človeškega 
papilomavirusa in drugih papilomavirusov je možno izraziti v rastlinah z visokimi donosi. Prva 
literatura, ki poroča uspešno izdelavo VLP HPV v rastlinah, je bila objavljena leta 2003. 
Dosežena je bila ekspresija celotne dolžine nativnega HPV-16 L1 gena v transgeni N. tabacum 
cv. Xanthi. Dosegli so 4 µg HPV-16 L1 proteina na 1 kg mokre teže listov. Protein se je sestavil 
v VLP, ki so jih prepoznala konformacijsko-specifična protitelesa in so bili imunogeni ob 
vbrizganju v zajce, a le šibko (Varsani in sod., 2003). V poznejših raziskavah so dosegli tako 
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večjo imunogenost, kot tudi večje donose s prehodno ekspresijo (Kohl in sod., 2006; Maclean 
in sod., 2007). Ti VLP so po morfologiji, imunogenosti in učinkovitosti v živalskih modelih 
podobni VLP, narejenim v kvasovkah in celicah insektov, ki se uporabljajo v komercialnih 
cepivih. Poleg tega ohranijo svojo imunogenost tudi po liofilizaciji in peroralni aplikaciji, kar 
je pomembno za nadaljnji razvoj inovativnih pristopov rastlinske proizvodnje L2 proteina 
samega ali v kombinaciji z L1 pri himernih proteinih, ki sta kandidata za drugo generacijo cepiv 
proti HPV. Rastline so lahko tudi vir imunomodulatornih molekul, ki lahko ustvarijo 
proinflamatorno okolje, nujno za odstranitev že prisotnih HPV v okuženih osebah in so 
uporabne za terapevtska cepiva, osnovana na onkoproteinih E6 in E7 (Giorgi in sod., 2010).  
6.5 KORONAVIRUS 
Koronavirusi so virusi z ovojnico, ki vsebujejo enoverižni RNA genom. Pandemija 
koronavirusne bolezni 2019 (COVID-19), ki jo je povzročil hud akutni respiratorni sindrom 
koronavirus 2 (SARS-CoV-2), ima dramatičen vpliv na naše življenje in na ekonomske, 
socialne in globalne odnose. Znaki okužbe so vročina, kašelj, dispneja, mialgija in astenija. 
SARS-CoV-2 lahko povzroči pljučnico, akutni respiratorni distresni sindrom, sepso in septični 
šok, ki lahko vodi do smrti (Rothan in Byrareddy, 2020). SARS-CoV-2 je do sedaj povzročil 
preko 18 milijonov okužb in 700 tisoč smrti (WHO, 2020c). Pandemija zato zahteva hiter razvoj 
zdravil in cepiv, k čemur bi lahko prispevala tehnologija cepiv, narejenih v rastlinah. Virus je 
podoben virusu SARS-CoV-1 in zanimivo dejstvo v zvezi s terapijo s protitelesi je navzkrižna 
reaktivnost anti-SARS-CoV-1 z SARS-CoV-2 virusom, kar nakazuje na to, da bi lahko bile že 
razvite biološke učinkovine koristne v boju proti COVID-19. Vsaj dve podjetij sta že oznanili, 
da razvijata cepiva in protitelesa proti SARS-CoV-2, narejena v rastlinah (Rosales-Mendoza, 
2020). Podjetje Medicago je 20 dni po tem, ko je dobilo dostop do sekvence S proteina SARS-
CoV-2 začelo s proizvodnjo VLP v rastlinah, sedaj pa so v postopku opravljanja predkliničnih 
testiranj za varnost in učinkovitost (Medicago, 2020). Medtem, ko razvoj transgenih rastlin traja 
več kot tri mesece, zaradi česar je pristop nepraktičen v primeru pandemij, pa so hitre metode 
prehodne ekspresije veliko bolj obetavne, saj omogočajo ekspresijo že v tednu dni. Za razvoj 
užitnih cepiv je vseeno nujen razvoj stabilno transformiranih rastlin, kar bi prišlo prav v 
obdobju po pandemiji, saj obstaja velika verjetnost, da bo SARS-CoV-2 postal sezonski 
patogen in bodo potrebni konstantni imunizacijski programi. Že razvite platforme za 
proizvodnjo užitnih cepiv bi omogočile velike kampanje cepljenja ob nizki ceni in enostavno 
logistiko, kar bi cepiva naredilo dostopna tudi za države v razvoju (Rosales-Mendoza, 2020). 
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Slika 3: Razvojne poti za proizvodnjo protiteles in cepiv proti SARS-CoV-2 virusu. Prehodna ekspresija omogoča 
hitro proizvodnjo in visoke donose proteinov, ki so nato očiščeni in uporabljeni za cepiva ali terapevtska 
monoklonska protitelesa. Stabilna transformacija užitnih rastlin pa omogoča peroralno dostavljanje cepiv v obliki 
listov, posušenih z zamrzovanjem ali tablet (Rosales-Mendoza, 2020). 
7 OMEJITVE MOLEKULARNEGA GOJENJA VIRUSNIH NANODELCEV V 
RASTLINAH 
Molekularno gojenje v rastlinah pa ima tudi omejitve kot so amplifikacija in difuzija transgena, 
akumulacija toksičnih rekombinantnih proteinov v okolju, kontaminacija prehranske verige in 
cene nadaljnjih procesov. Probleme pri prenosu nanomedicinskih platform iz razvoja na 
klinično uporabo predstavlja neponovljivost obetavnih in vitro rezultatov v in vivo pogojih 
(Yildiz in sod., 2011). Majhna velikost antigenov, ki so lahko vključeni v nekatere VLP, prav 
tako lahko predstavlja omejitve za učinkovitost cepiv (Grgacic in Anderson, 2006). 
Posttranslacijske modifikacije, predvsem rastlinsko-specifični vzorec glikozilacije 
rekombinantnih proteinov, narejenih v rastlinah, lahko potencialno na nekaterih področjih 
povzročijo nefunkcionalnost materiala oziroma, v primeru cepiv, slabo imunogenost. Kot v 
ostalih ekspresijskih platformah tudi v rastlinah ni vedno mogoče doseči stopnje izražanja 
želenega gena, ki bi bila ekonomsko sprejemljiva. Primer je površinski antigen HBV, ki je, ko 
je v rastlini izražen v visoki stopnji, zelo strupen za gostitelja. A, kot je znano iz področij 
mikrobne biotehnologije, lahko donose, ki so sprva nizki, dramatično izboljšamo z 
manipulacijo genov, vektorjev in gostitelja (Gleba in sod., 2005). Zaskrbljujoča je tudi 
potencialna toksičnost nanodelcev za ljudi. Počasna biorazgradljivost nekaterih materialov, 
velika površina in reaktivnost teh delcev bi lahko vodila do nesprejemljivih toksičnih učinkov 
na človeka. Problem predstavljajo tudi zahtevni klinični poskusi, ki za dokaz varnosti cepiv, 
narejenih iz VNP, pogosto potrebujejo nečloveške primate (Plummer in Manchester, 2011). 
8 ZAKLJUČEK 
Zadnjih 30 let je prineslo spremembe na področju rastlinskega molekularnega gojenja – od 
zanimanja le nekaj znanstvenikov do naprednega področja biotehnologije, ki začenja z v 
rastlinah narejenimi proteini vstopati na trg. Zaradi zadostnega števila raziskav, ki potrjujejo 
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učinkovitost VNP tako za ljudi, kot za živali, imajo metode molekularnega gojenja VNP v 
rastlinah velik potencial, da zaradi nižjih cen in hitrejše proizvodnje bioloških učinkovin 
nadomestijo tradicionalne metode proizvodnje le teh. Dokazano je bilo, da je mogoče narediti 
popolnoma sestavljene kompleksne VNP, ki lahko izzovejo močne imunske odzive ali pa imajo 
terapevtske učinke zmanjševanja bolezni, kar prinaša novosti na področju cepiv in terapevtikov. 
S kemičnimi in genetskimi modifikacijami ter enkapsulacijo je mogoče na površino in v 
notranjost VNP dodati zdravila, toksine, diagnostične reagente, epitope in peptide za specifično 
ciljanje, kar jim daje prednost pred sintetično narejenimi nanodelci. Možnosti za nadaljnjo 
uporabo VNP so neomejene, rastlinsko proizvajanje le teh pa postaja zaradi nizkih cen in novih 
pristopov vse bolj dosegljivo širšemu obsegu raziskovalcev. 
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